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De-ekstynkcja, czyli próba przywrócenia światu różnych wymarłych gatunków, 
zyskuje w ostatnim czasie coraz więcej rozgłosu, między innymi z uwagi na 
fakt, że pojawiające się technologie inżynierii genetycznej otwierają w tej 
dziedzinie nowe możliwości. Począwszy od technik zwiększających wydajność 
izolacji kopalnego DNA, poprzez sposoby jego amplifikacji i 
sekwencjonowania, aż wreszcie poznawanie całych genomów, stopniowo 
przybliżamy realizację tego planu. Przełomowym dokonaniem było 
zsekwencjonowanie genomu mitochondrialnego wymarłej kwagi, a następnie 
poznawanie genomów innych gatunków. Wielkie nadzieje pokłada się w 
enzymach restrykcyjnych, zwłaszcza działających w systemie CR1SPR/Cas9, 
pozwalających coraz efektywniej edytować genomy żyjących zwierząt 
będących bliskimi krewnymi. Poza edycją genomu, stosowane są też techniki 
selektywnego rozrodu wstecznego i transferu jąder komórkowych.
Każdy gatunek wymaga osobnego rozpatrzenia pod kątem dostępności 
materiału, wyboru metody i szans na realizację de-ekstynkcji. Kwestia ta 
pozostawia jednak nadal wiele pytań natury etycznej, ekologicznej, finansowej 
i społecznej, dlatego też wątpliwe jest, czy kiedykolwiek w pełni uda się 
odtworzyć wymarłą populację. Zamiast tego, techniki tu wykorzystywane 
można zastosować przy zwiększaniu szans na przeżycie gatunków 
zagrożonych wyginięciem lub w dziedzinach takich jak medycyna lub 
rolnictwo.
Wstęp
Próby odtworzenia wymarłych gatunków 
sięgają już lat 30-tych XX wieku, kiedy to 
dwaj niemieccy zoologowie, bracia Heinz i 
Lutz Heck, próbowali drogą selektywnego 
rozrodu wstecznego odtworzyć populację 
tura europejskiego (Bos primigenius) i tar­
pana (Eąuus ferus ferus) [1, 2]. Jednakże 
ówczesny stan wiedzy o genetyce był nie­
wystarczający, aby eksperyment można
było uznać za udany. Co więcej, skutecz­
ność tej metody wymaga długiego czasu, 
podczas gdy bracia uznali efekt za osią­
gnięty po upływie nieco ponad dekady [1, 
3a, 4, Tab.l],
De-ekstynkcja (ang. de-extinction) jest po­
jęciem utworzonym w 2012 roku, które 
obejmuje szeroko pojęte metody zmierza­
jące do najwierniejszego odtworzenia po­
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pulacji wymarłych gatunków [2]. Jednakże 
jeszcze przed pełnym zdefiniowaniem, po 
raz pierwszy zostało użyte prawdopodob­
nie w książce Piers'a Anthony'ego The So­
urce of Magic z 1979 roku [3b]. Za 
synonimiczne można uznać określenia ta­
kie jak 'odwrócenie wymierania' (ang. 
extinction reversal) lub 'odrodzenie'(ang. 
revival). W marcu 2013 roku, jako wynik 
współpracy trzech organizacji non-profit : 
TED (ang. Technology, Entertainment and 
Design), National Geographic Society oraz 
Revive & Restore, odbyła się całodniowa 
konferencja obejmująca serię wykładów 
wybitnych naukowców, w czasie której 
przybliżali oni tematykę de-ekstynkcji, tym 
samym czyniąc zagadnienie bardziej popu­
larnym [2, 3c, 5].
Możliwe drogi
Zależnie od gatunku i czasu jego wymar­
cia, w kwestii de-ekstynkcji spekuluje się 
przydatność następujących metod: selek­
tywnego rozrodu wstecznego, transferu ją­
der komórkowych oraz połączenia tej 
ostatniej z techniką edycji genomu [6]. 
Pierwsza z metod, w której naukę w znacz­
nej mierze wyręcza ewolucja, została wy­
korzystana między innymi w projekcie 
odtworzenia populacji kwagi właściwej 
(Equus quagga quagga). Projekt trwa od 
1987 roku i obejmuje już piąte pokolenie 
młodych, u których redukcja pasków coraz 
bardziej przypomina umaszczenie kwagi 
[7, Fig.l], Skuteczność metody umożliwia 
fakt, że kwaga właściwa to w istocie pod- 
gatunek wywodzący się z gatunku zebry 
stepowej [8]. Innym przykładem jest plan 
odtworzenia populacji tura, którym kieruje 
holenderski naukowiec Henri Kerkdijk-Ot- 
ten [3d]. Transfer jąder komórkowych mo­
że być przeprowadzony z wykorzystaniem 
żywych komórek i gatunków żyjących ga­
tunków [3e]. W przyszłości źródłem geno­
mów mogą okazać się tzw. zamrożone zoo, 
gdzie w ciekłym azocie przechowywane są 
gamety i embriony gatunków zagrożonych 
wyginięciem [9]. Dla wielu jest to jednak
nieosiągalne i oznacza, że genom wymaga 
uprzedniej rekonstrukcji. Punktem wyjścia 
będzie wówczas uzyskiwany ze szczątków 
DNA kopalny (ang. fossil DNA, fDNA) lub 
starożytny (ang. ancient DNA, aDNA,), 
który wymaga specjalnych metod obróbki 
[10].
Pozyskiwanie materiału
Pierwszym przypadkiem pracy z aDNA było 
ustalenie genomu mitochondrialnego 
wspomnianej kwagi [8]. Z uwagi na wa­
runki przechowywania, a także brak me­
chanizmów naprawczych w martwych 
tkankach, praca z aDNA jest problema­
tyczna, zaś DNA endogenny zwykle stano­
wi mniej niż 1% całkowitego pozyskanego 
materiału genetycznego [11,12]. W związ­
ku z tym, opracowano specjalne protokoły, 
zwiększające wydajność izolacji aDNA ze 
sproszkowanego materiału. Przykładem 
może być metoda wykorzystująca związa­
nie DNA z krzemionką w obecności izotio- 
cyjanianu guanidyny, której jedną z zalet 
jest rozdzielenie badanego materiału i po­
tencjalnych inhibitorów reakcji PCR [13]. 
Inny przykład to protokół wskazujący na 
korzystne działanie „nadtrawiania" mate­
riału przed właściwym trawieniem enzy­
matycznym trwającym dobę, w roztworze 
zawierającym m.in. EDTA, który (dla tem­
peratury 50 stopni Celsjusza i czasu 1 h), 
zwiększa stosunek DNA endogennego w 
badanych próbkach nawet 2,7-krotnie [14]. 
Nie bez znaczenia pozostaje też rodzaj wy­
korzystywanej tkanki [15, Fig.2], Wykaza­
no na przykład, że z zewnętrznej warstwy 
korzeni zęba można pozyskać nawet do 14 
razy więcej DNA w porównaniu z we­
wnętrzną zębiną [14].
Poziom molekularny
Kolejnym po izolacji krokiem jest zwielo­
krotnienie uzyskanego materiału. Przed 
odkryciem metody PCR w 1983 roku, do 
namnażania DNA wykorzystywano kolonie 
bakteryjne [3f]. Metoda PCR, z uwagi na 
szereg zalet, znalazła wiele zastosowań.
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również w dziedzinie archeologii [16, 17, 
3g]. W przypadku gatunków wymarłych, 
praca wymaga zastosowania starterów o 
sekwencji stałej dla wszystkich zwierząt 
kręgowych lub dla gatunku najbliżej spo­
krewnionego [18]. Innymi stosowanymi 
metodami mogą być real-time PCR, nested 
PCR lub whole genome amplification [10]. 
W 2006 roku, z wykorzystaniem metody 
emulsion PCR oraz technologii SBS (sequ­
encing by synthesis), możliwe stało się do­
kładne określenie oraz lokalizacja zmian, 
jakim ulegały zasady w aDNA [19]. Rok 
później opublikowano pracę, w której, z 
wykorzystaniem metody CSR (ang. com­
partmentalized self-replication), otrzymano 
polimerazy łączące cechy trzech gatunków 
rodzaju Thermus, o wydajności i czułości 
wobec pochodzącego z epoki Plejstocenu 
aDNA, a także termostabilności znacznie 
przewyższających polimerazę Taq [20, 21]. 
W 2007 roku opracowano również metodę 
opartą na wydłużaniu pojedynczych starte­
rów (single primer extension -based, 
SPEX), której największą zaletą była zdol­
ność do rozróżniania błędnego parowania 
wywołanego upływem czasu od błędów po­
limerazy, tym samym zapewniając znacznie 
bardziej wiarygodny materiał do później­
szego sekwencjonowania [22].
Problem genomu
Z uwagi na artefakty wywołane procesami 
rozpadu aDNA, jeszcze w 2001 roku, aby 
uwierzytelnić prawidłowość sekwencji, na­
leżało dokonać kilku niezależnych reakcji 
PCR, co było kosztowne i czasochłonne 
[23]. Rozważając hipotetyczne sekwencjo- 
nowanie mitochondrialnego genomu 
niedźwiedzia jaskiniowego z wykorzysta­
niem ówczesnych możliwości, zajęłoby to 
dziesiątki tysięcy lat pracy [24]. Obecne 
technologie czynią ten proces osiągalnym 
czasowo: w 2008 roku, z wykorzystaniem 
sekwencjonowania nowej generacji, z wło­
sów mamuta uzyskano 80% sekwencji ge­
nomu jądrowego i był to pierwszy genom 
jądrowy uzyskany z aDNA [25]. Jednakże
nawet genomy jakiegokolwiek z żyjących 
organizmów nie są obecnie zsekwencjono- 
wane w 100%, a to za sprawą niemalże 
niemożliwych na dzień dzisiejszy do se­
kwencjonowania fragmentów genomu, jak 
heterochromatyna lub centromery [3h, 26]. 
Choć udało się już uzyskać syntetyczne 
centromery ludzkich chromosomów, skła­
danie genomu wymarłego osobnika wiąże 
się ze zbyt wieloma trudnościami, by moż­
na je było rozważać w kategoriach osiągal- 
ności w najbliższym czasie [27, 26, 3i].
Transfer jąder komórkowych
Transfer jąder komórkowych (somatic celi 
nuclear transfer, SCNT) jest metodą, która 
powszechnie znana jest pod mniej precy­
zyjnym pojęciem „klonowania" i która po­
zwoliła w 1996 roku przyjść na świat owcy 
Dolly, pierwszemu ssakowi, który rozwinął 
się z pozbawionej jądra komórki somatycz­
nej dorosłego osobnika [28]. Powyższą 
procedurę można odnieść również do ga­
tunków wymarłych, jeżeli dysponujemy ich 
nienaruszonymi genomami. Przykładem są 
narodziny w 2003 roku zwierzęcia o hisz­
pańskiej nazwie bucardo, będącego pod- 
gatunkiem gatunku koziorożców 
pirenejskich (Capra pyrenaica). Jądra po­
brano z komórek pozyskanych z tkanek 
ostatniej samicy, Celii, zmarłej w 2000 ro­
ku. Jako surogatki wykorzystano kozioroż­
ce hiszpańskie lub ich hybrydy z kozami 
domowymi. Urodzone z jedynej donoszonej 
ciąży młode zmarło wkrótce po narodzi­
nach ze względu na zniekształcone płuca
[29]. Podobne projekty miały miejsce 
wcześniej (np. dla zagrożonego wyginię­
ciem muflona śródziemnomorskiego), jed­
nak młode nie dożywały wieku dorosłego
[30]. Transfer jąder komórkowych pozo­
staje długotrwałym i żmudnym sposobem z 
niezwykle małą wydajnością i ryzykiem 
niepowodzenia na każdym z etapów. Dla 
opisanego wyżej przykładu bucardo, przy 
założeniu, że zakończył się on powodze­
niem, wskaźnik powodzenia/porażki wyno­
siłby 0,1% [3j],
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CRISPR/Cas9 i edycja genomu
W 2012 roku, na mini konferencji w Wyss 
Institute w Cambridge, światowej sławy 
inżynier genetyczny George Church przed­
stawił hipotetyczną drogę de-ekstynkcji, 
która pozwala ominąć krok składania całe­
go genomu, wykorzystując genomy obecnie 
żyjących bliskich krewnych zwierząt jako 
matryce. Należy zidentyfikować odcinki 
genomu decydujące o różnicach między 
osobnikami i w tych miejscach dokonać 
zmian [3k], Uzyskanie komórek, w których 
doszło do ekspresji wprowadzonych genów, 
byłoby etapem równoważnym z pobraniem 
tkanek zwierzęcia, pozostałe kroki byłyby 
identyczne jak dla metody SCNT. O tym, że 
geny wymarłych osobników są aktywne in 
vivo, świadczą wyniki eksperymentu z 
2008 roku, w którym element wzmacniają­
cy transkrypcję genu Col2Al, pochodzący 
od wilka workowatego, doprowadził do 
ekspresji genu reporterowego u mysich 
płodów [31, Fig.3]. Trwa poznawanie ge­
nów o kluczowym znaczeniu dla cech feno- 
typowych niektórych zwierząt, na przykład 
genu TRPV3 u mamuta, który wykazuje 
plejotropowy wpływ na termoregulację, 
porost włosów i rozmieszczenie tkanki 
tłuszczowej [32]. Analizie poddawana jest 
też cząsteczka hemoglobiny występująca u 
mamuta i kodujący ją gen. Wykazano na 
przykład, że powinowactwo do tlenu ma­
muciej hemoglobiny jest mniej wrażliwe na 
zmiany temperatury niż tej samej czą­
steczki u słonia indyjskiego [33].
Metody edycji genomu wykorzystują sa­
moistny proces naprawy uszkodzonego 
DNA. Doprowadzając do pęknięć obydwu 
nici (DBS - double - stranded breaks), ini­
cjują jedną z dwóch dróg naprawy: poprzez 
homologię (HDR - homology - derived re­
pair) i łączenie niehomologicznych końców 
(NHEJ - non - homologous end - joining)
[34]. W przypadku de-ekstynkcji przydatna 
może okazać się pierwsza z nich, w której 
rolę nici matrycowej do naprawy, w natu­
ralnych warunkach zapewnianej przez 
chromosom homologiczny, pełniłby egzo­
34
genny aDNA dostarczony do komórki [31]. 
Narzędziem, które umożliwi realizację tego 
planu są enzymy restrykcyjne, z których w 
najpowszechniejszym użyciu znajdują się: 
nukleazy palców cynkowych (ZFNs - 
zinc-finger nucleases), TALENs ( trans­
cription activator-like effector nucleases) 
oraz najnowsza z nich, system CRI- 
SPR/Cas9 (clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats/CRISPR-asso- 
ciated) [34]. Dwie pierwsze metody znala­
zły zastosowanie między innymi w 
medycynie: dzięki nukleazom palców cyn­
kowych i delecji genu receptora chemokin, 
CCR5, udało się uzyskać in vivo linie ko­
mórek odpornych na infekcję wirusem HIV
[35]. Jednakże zarówno jeden, jak i drugi 
enzym mają swoje ograniczenia, takie jak 
określona ilość miejsc naprawy lub rozmiar 
cząsteczki [34]. Lepszym rozwiązaniem 
wydaje się CRISPR/Cas9. Odkryty w geno­
mach bakterii jako wynik koewolucji mię­
dzy bakterią a fagiem, służy do usuwania 
obcego DNA [36]. CRISPR/Cas9 działa w 
następujący sposób: materiał genetyczny 
patogenu cięty jest na fragmenty (tzw. 
protospacer sequences) i włączany w ge­
nom bakterii. Sekwencje te są następnie 
transkrybowane jako crRNA (CRISPR 
RNA), które wraz z nukleazą bakteryjną 
Cas9 oraz trans-aktywującym RNA (tracr- 
RNA) tworzą kompleks wiążący obcy ge­
nom. Nukleaza, ta sama u różnych 
gatunków bakterii, łączy się z gatunkowo 
specyficzną sekwencją zwaną PAM (proto­
spacer adjacent motif) i przecina obie nici 
obcego DNA na wysokości 3 par zasad po­
wyżej motywu PAM [34]. Zalety systemu to 
m.in. możliwość jednoczesnej zmiany kilku 
loci w genomie oraz łatwość w programo­
waniu enzymów [36, 34]. Niemniej, wciąż 
występuje ryzyko zajścia niepożądanej mu- 
tagenezy, co próbuje się niwelować m.in. 
poprzez skracanie długości protospacer 
RNA [37]. Na dzień dzisiejszy, zespołowi 
profesora Churcha udało się otrzymać ko­
mórki słonia, w których za pomocą CRI- 
SPR/Cas9 dokonano zmiany 14 genów na
Fig.l Samica Jemyma i młode TJ13 - prawo własności autorskiej należy do Quagga Project Association, publikacja 
za zgodą koordynatora projektu. Pana Craiga Lardnera.
Fig.2 Młody mamut- model (własność Muzeum Historii Natural­
nej w  Wiedniu, fotografia własna, publikacja za pozwoleniem). 
W żadnych z odnalezionych mamucich szczątków nie zachowała 
się dostateczna ilość sierści mamuta, by wystarczyło jej do wy­
konania rekonstrukcji. Włosy w  tym przypadku to w  istocie 
sierść bydła rasy Hignland Cattle - szkockie bydło górskie.
Fig.4 Gołąb wędrowny (Ectopistes migratorius) 
- eksponat będący własnością Muzeum Historii 
Naturalnej w  Wiedniu, fotografia własna, publi­
kacja za pozwoleniem.
Fig.3 Wilk workowaty (Thylacinus cynocephalus) - ekspo­
nat będący własnością Muzeum Historii Naturalnej 
w  Wiedniu, fotografia własna, publikacja za pozwoleniem.
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CECHA PORÓWNAWCZA TUR BYDŁO HECKA
WYSOKOŚĆ W KŁĘBIE
SAMCE: średnio 1,7 m 
SAMICE: średnio 1,5 m
SAMCE: średnio 1,42 m 
SAMICE: średnio 1,31 m
UMASZCZENIE
SAMCE: ciemnobrązowe po 




CIELĘTA: czerwonawe, rzadko 
czarne
Różnica w umaszczeniu płci 
wyraźnie zaznaczona.
SAMCE: od czarnego 
nakrapianego po czerwone, 
brązowe, szare, czarne
SAMICE: jasnobrązowe, 
czerwone, szare, czarne 
CIELĘTA: czerwonobrązowe




długie i cienkie, zagięte w 
kierunkach do przodu i do 
wewnątrz.
Delikatnie zagięte, względnie 
cienkie i krótkie, zagięte 
wyraźnie ku górze, często 
przypominające kształtem lirę.
BUDOWA CIAŁA
Przypomina kwadrat (długość 
kończyn mniej-więcej 
równoważy długość tułowia). 
Wyraźnie zaznaczona różnica w 
objętości między przednią a 
tylną połową ciała.
Z powodu względnie krótkich 
kończyn, ciało wydaje się być 
długie, plan budowy 
przypomina prostokąt. 
Niewielka różnica względem 
objętości przedniej i tylnej 
połowy ciała.
GŁOWA Względnie długa i wąska. Względnie krótka i szeroka.
WYMIĘ Małe, prawie niewidoczne.
Zróżnicowane, zarówno małe, 
jak i duże.
Tab. 1 -  Porównanie cech morfologicznych tura (60s taurus primigenius) i bydła Hecka. 
Na podstawie: Table 1. Physical characteristics of the aurochs as compared with those of 
Heck cattle w Vuure, T. van (2002). History, morphology and ecology of the Aurochs 
(60s taurus primigenius). Lutra 45(1): 3-17. Wykorzystano za zgodą Autora.
pochodzące od mamuta [38]. Znane są 
sukcesy wykorzystania metody w medycy­
nie i rolnictwie [39, 40].
Pierwotne komórki zarodkowe
De-ekstynkcja ptaków stanowi dla na­
ukowców wyzwanie. Specyfika ich rozrodu 
wyklucza wykorzystanie gamet jako obiek­
tu manipulacji genetycznych. W tym przy­
padku celem będą pierwotne komórki 
zarodkowe (primordial germ cells, PGCs),
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które wędrują przez układ krwionośny za­
rodka do będących w początkowej fazie 
rozwoju gonad. Ma to miejsce w pierwszej 
dobie po tym, jak jajo zostanie zniesione. 
Osobniki w pierwszym pokoleniu zachowa­
ją morfologię gatunku, bowiem zmieniane 
są jedynie ich gamety. Dopiero osobniki 
drugiego pokolenia mogą prezentować od­
mienne cechy fenotypowe. Znacznym uła­
twieniem jest to, że PGCs, w 
przeciwieństwie do komórek somatycz­
nych, nie wymagają re -programowania. 
Powyższy plan będzie wykorzystany w 
przypadku projektu przywrócenia populacji 
gołębia wędrownego (Ectopistes migrato- 
rius) [3m, Fig.4]. Również genom mito­
chondrialny gołębia wędrownego został 
zsekwencjonowany [41]. PGCs mogą być 
hodowane in vitro i szlaki sygnalizacji mię­
dzykomórkowej między nimi są coraz lepiej 
poznawane [42]. Z wykorzystaniem nowe­
go systemu transpozonowego o nazwie 
piggyBac udało się uzyskać długotrwałą 
ekspresję białka GFP (green fluorescent 
protein) w komórkach PGC kurczaków, co 
stwarza możliwości bardziej wydajnej pro­
dukcji komórek transgenicznych [43]. Z 
kolei przeszkodę, jaką stanowi mały odse­
tek pozyskiwanych komórek w organi­
zmach osobników in vivo, próbuje się 
zniwelować, programując również za po­
mocą systemu piggyBac zarodki kurcząt, u 
których migracja endogennych PGC byłaby 
upośledzona [3n, 44].
Wnioski
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